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Abstract

Purpose: evaluate the immunohistochemical technique using the
expression of metalloproteinase - 9 (MMP-9) in periapical granulomas
and cysts root. Methods: We selected 60 cases of periapical lesions
of which 31 were periapical granulomas and 29 radicular cysts in 14
years in the Laboratory of Surgical Pathology Professor, Rildege
Accioly, Faculty of Dentistry of Pernambuco FOP / UPE. Demographic
data were collected through biopsy referral sheets on file in the
laboratory. The sample comprised 47 cases were subjected to
immunohistochemical technique that was performed using the
streptavidin-biotin method, using anti-MMP7. The statistical test used
was Fisher's exact test (p < 0.05). Results: 55.3% of the lesions
corresponded to periapical granuloma while 44.7% corresponded to
cysts. The most prevalent age group was 31-40 years old (40.9%).
There was a higher number of cases were white (68.2%) and females
(59.6%). Regarding symptoms accounted for 72.1% of asymptomatic
lesions and radiographic radiolucent (88.6%), and the jaw anatomic
location most affected (59.1%). Regarding the immunohistochemical
expression of MMP-9 in periapical lesions, 19 cysts (90.5%) and 25
granulomas (96.2%) were positive showing intensities. Conclusion:
The periapical granuloma is inflammatory periapical lesion
odontogenic more common in Caucasians aged 31-40 years. The
MMP-9 seems to participate in the process of development and
maintenance of periapical cysts and granulomas, participating in the
initial process of osteolysis primarily degrade various components of
the extracellular matrix.

Keywords: Matrix Metalloproteinases;
Odontogenic Cysts; Periapical Periodontitis.
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Resumo

Objetivo: avaliar através da técnica imuno-histoquimica a expressao
da metaloproteinase-9 (MMP-9) em granulomas periapicais e cistos
radiculares. Metodologia: Foram selecionados 47 casos de lesbes
periapicais dos quais 26 eram granulomas periapicais e 21 cistos
radiculares no periodo de 14 anos no Laboratério de Patologia
Cirdrgica Prof® Rildege Accioly, da Faculdade de Odontologia de
Pernambuco FOP/UPE. Os dados demograficos analisados foram:
sexo, raga, idade, sintomatologia, aspecto radiografico e localizagdo
anatémica. A amostra composta por 47 casos foi submetida a técnica
imuno-histoquimica que foi realizada através do método
estreptavidina-biotina, utilizando o anticorpo anti-MMP9. O teste
estatistico utilizado foi o exato de Fisher (p < 0,05). Resultado:
55,3% das lesbes encontradas corresponderam a granuloma
periapical. A faixa etaria prevalente foi de 31 a 40 anos de idade
(40,9%). Observou-se maior nimero de casos da raga branca
(68,2%) e do sexo feminino (59,6%). Quanto a sintomatologia 72,1%
corresponderam a lesbes assintomaticas, e quanto ao aspecto
radiografico radiolicida em 88,6% dos casos, sendo a maxila a
localizagdo anatdbmica mais acometida (59,1%). Em relacdo a
expressdo imuno-histoquimica da MMP-9, 19 cistos (90,5%) e 25
granulomas (96,2%) foram positivos, exibindo intensidade de

Rev. Fac. Odontol. Porto Alegre, v. 53, n. 1, p. 5-9, jan./abr., 2012.

" Aluna do Curso de Especializagdo em Endodontia da FOR/FOPCB (Faculdade de
Odontologia do Recife/Fundagdo Odontoldgica Presidente Castello Branco - Recife-
PE, Brasil).

2 Aluno do Curso de Odontologia da FOP/UPE (Faculdade de Odontologia da
Universidade de Pernambuco/Universidade de Pernambuco — Recife - PE, Brasil).

® Professora Adjunta das Disciplinas de Patologia Geral e Bucal da FOP/UPE
(Faculdade de Odontologia da Universidade de Pernambuco/Universidade de
Pernambuco - Recife - PE, Brasil).

Correspondéncia: Ana Paula Veras Sobral

Enderego: Rua Monte Alverne, 107/05, Hipédromo — CEP 52 041-610 — Recife — PE
— Brasil

Fone: (81) 91390136

E-mail: anapvsobral@yahoo.com.br

Data de Submiss&o: 16/10/2012
Data de Aceite: 08/01/2013

expressado variada. Conclusao: O granuloma periapical € a lesdo
periapical inflamatéria de origem odontogénica mais comum em
individuos da raga branca na faixa etaria entre 31 — 40 anos. A MMP-
9 parece participar do processo de desenvolvimento e manutencéo
dos cistos e granulomas periapicais, participando do processo inicial
de ostedlise principalmente por degradar varios componentes da
matriz extracelular.

Palavras-Chave: Metaloproteinases da matriz; imuno-histoquimica;
cistos odontogénicos; periodontite periapical.

Introducgao

A infecgao bacteriana na polpa dentaria induz uma resposta
inflamatdria, que, ndo sendo tratada, determina a sua destruicdo e
consequente contaminagdo do sistema de canais radiculares e
tubulos dentinarios, desencadeando, por sua vez, infecgdo no
periodonto apical. A persisténcia desse evento provoca a migragéao,
ativagdo e a interacdo coordenada de células imuno-competentes
caracterizando a periodontite apical. Essa reagdo de defesa do
periodonto apical frente a persisténcia dos agentes irritantes contidos
no sistema de canais radiculares infectados leva a instalagdo de um
processo crénico e com o decorrer do tempo, a reabsor¢do dos
tecidos periapicais (HONG et al.,, 2004; CARNEIRO, 2006;
MACHADO, 2007; SAYAO et al., 2007 SANTOS et al., 2011).

Para elucidar melhor o mecanismo pelo qual a inflamagéao
cronica pulpar decorrente de uma infeccdo bacteriana venha
comprometer e destruir os tecidos periapicais € necessario que se
estude as interagdes celulares com a matriz extracelular (MEC), em
Odontologia, atualmente os estudos acerca da MEC e processos
inflamatdrios tém sido bastante discutidos, principalmente em
periodontia e endodontia, essas interagbes sao essenciais para um
normal desenvolvimento e funcionamento dos processos fisioldgicos
e fisiopatoldgicos do organismo humano. A modulagdo destas
interagdes entre célula e matriz ocorre por meio da agao de um Unico
sistema proteolitico, responsavel pela hidrolise de uma variedade de
componentes da MEC. A renovagao e remodelacdo da MEC devem



ser altamente reguladas. A protedlise descontrolada contribui para um
desenvolvimento anormal e geragdo de muitas condi¢cdes patolégicas
(MASSOVA et al., 1998; HENRIQUES et al., 2011; LI et al., 2012;
PAULA-SILVA et al., 2010) .

Dentre os componentes da MEC, o colageno é a principal
proteina destruida durante o desenvolvimento das lesbes periapicais,
determinando a degradagao dos feixes de fibras colagenas que ligam
os dentes ao osso circundante. A degradagéo do colageno se da por
um grande grupo de enzimas, conhecidas por metaloproteinases da
matriz (MMPs), que secretadas por varias células, dentre elas as
células inflamatodrias, regulam o equilibrio entre célula e matriz. As
MMPs sédo endopeptidases zinco dependentes, conhecidas por suas
habilidades de clivar um ou muitos constituintes da MEC, bem como
proteinas nao pertencentes a mesma. As MMPs estdo associadas
com remodelagédo tecidual e diversos processos patologicos, tais
como: artrites, metastases tumorais, cicatrizagdo, angiogénese,
inflamagéo, desenvolvimento embrionario (KUBOTA et al., 2000;
CARNEIRO, 2006; COROTTI et al., 2009).

Em culturas de células, da polpa humana e ligamento
periodontal, submetidas a sobrenadantes de Porphiromonas
endodontalis e Porphiromonas gingivalis detectou-se a produgao de
MMPs, a qual foi tempo e dose dependente, onde as principais
colagenases secretadas foram as MMP-2 e MMP-9, indicando que a
ativagdo de MMPs deve ser um dos caminhos degradativos do
hospedeiro na patogénese da lesdo periapical induzida por
microrganismos (CHANG et al.,, 2002; NGUYEN; ARKELL;
JACKSON, 2001; SUZUKI et al., 2001).

A MMP-9 ou gelatinase B € uma enzima funcional de varios
dominios que atua nas fases aguda e cronica de doengas
inflamatoérias e neoplasicas, contendo como substratos: Laminina,
fibronectina, elastina, colageno 1V, V, VII, X e colageno tipo |
desnaturado. A MMP-9 é essencial para a iniciagdo do processo de
reabsorgao osteoclastica, removendo a camada de colageno a partir
da superficie O6ssea antes da desmineralizagdo ser iniciada
(COROTTI et al., 2009; CARNEIRO, 2006).

Tendo em vista a importadncia do melhor conhecimento
acerca dos processos inflamatérios cronicos do periapice, este
trabalho tem como objetivo estudar a prevaléncia das lesdes
periapicais bem como estudar a interagédo entre a MEC e as células
envolvidas em tais lesdes através da imunoexpressao da MMP-9.

Materiais e Métodos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa desta instituicdo através do registro CAAE n°
0082.0.097.000-10.

Foram selecionadas quarenta e sete (47) amostras de
lesbes periapicais emblocadas em parafina aptas a técnica Imuno-
histoquimica, das quais 26 eram granulomas periapicais e 21 eram
cistos radiculares, tais amostras eram provenientes do Laboratério de
Patologia Bucal da FOP (UPE). Os dados pertinentes a descrigdo do
universo pesquisado (sexo, idade, raga, sintomatologia, aspecto
radiografico e localizagdo anatdmica) foram coletados das fichas de
entrada para biopsias.

Para as analises estatisticas, a variavel raga foi dividida em:
1) branca; 2) negra. Sintomatologia em: 1) sintomatica; 2)
assintomatica. Aspecto radiografico: 1) radiolucida; 2) radiopaca; 3)
mista. Localizagdo anatdmica em: 1) maxila e 2) mandibula.

A expressdo das MMPs-9 foi verificada através da técnica
imuno-histoquimica pelo método da estreptavidina-biotina peroxidase,
otimizado com o sistema de amplificagdo LSAB (Labeled StresAvidin
Biotin for mouse primary antibodie — DAKO), utilizando-se o anticorpo
monoclonal anti-MMP9, numa diluigdo de 1:125 e incubagao por 1h,
sendo que o tratamento antigénico consistiu em imersdo dos cortes

Rev. Fac. Odontol. Porto Alegre, v. 53, n. 1, p. 5-9, jan./abr., 2012.

em panela de presséo elétrica com solugéo de citrato pH 6,0 por 1
minuto. A diaminobenzidina (3,3-diaminobenzidina; Sigma Chemical
CO, USA) foi usado como cromoégeno, apds a revelagdo os cortes
foram contra-corados por Hematoxilina de Harris durante 15
segundos, desidratados em imersdes decrescentes de etandis e
diafanizados em Xilol.

A imunomarcagdo foi analisada a microscopia de luz,
considerando-se o0s seguintes aspectos: o tipo de célula
imunopositiva, a localizagado celular (membranar ou citoplasmatica), a

distribuicdo tecidual (focal ou difusa) e a intensidade da
imunomarcagao. O padrédo de imunoexpressdo da MMP-9 foi
classificado quanto a presenga (+) ou auséncia (-), e

quantitativamente para os casos positivos em: fraca (+), moderada
(++) e intensa (+++), de acordo com a intensidade de marcagao.

Foram utilizados o Software STATA/SE 9.0 e o Excel 2007
para realizar a andlise estatistica. Os resultados estdo apresentados
em forma de tabela e/ou graficos com suas respectivas frequéncias
absoluta e relativa. O Teste Exato de Fisher foi utilizado para verificar
a associagao entre as variaveis categoricas.

Resultados

Dos 47 casos pesquisados de lesdes periapicais, em
relagéo a faixa etaria observou-se que 40,9% tinham de 30 a 40 anos
de idade, 25% tinha menos de 30 anos, 18,2% tinham de 40 a 50
anos de idade e 15,9% tinha idade acima de 50 anos. Quando
verificada a prevaléncia das lesdes periapicais relacionadas a raga,
observou-se que o maior numero de casos foi detectado entre os
individuos da raga branca 68,2%, seguindo da raga negra com
13,6%. Enquanto ao sexo, os resultados mostraram que o sexo
feminino exibiu maior indice de ocorréncia 59,6%, visto que o sexo
masculino apresentou 40,4%.

De acordo com a ficha de encaminhamento para biopsia
também foram colhidas informagdes quanto a sintomatologia das
lesbes periapicais, 0s resultados mostraram que o padréo
assintomatico exibiu maior indice de ocorréncia 72,1%, enquanto que
o padrao sintomatico apresentou 27,9%. Em relagdo ao aspecto
radiografico as lesdes tinham mais o padréo radiolicida 88,6%, do
que radiopaca 4,5%. Em relagdo a localizagdo anatdémica lesdes
periapicais foi mais comum na maxila 59,1% quando comparada a
mandibula 40,9%.

Em relagdo a expressao imuno-histoquimica da MMP-9 em
lesbes periapicais, 19 cistos (90,5%) e 25 granulomas (96,2%) foram
positivos exibindo intensidades variadas, 3 casos ndo houve células
coradas, sendo 2 cistos e 1 granuloma que n&o apresentaram
positividade para MMP-9. Na Tabela 1 mostra-se o percentual de
células coradas pela expressdo imuno-histoquimica MMP-9 em
granulomas e cistos radiculares.

Na figura 1 pode-se observar o controle negativo em cistos
e granulomas periapicais. Tal controle foi obtido através da omissao
do anticorpo primario (anti-MMP-9) procedendo-se a técnica imuno-
histoquimica normalmente. Na Figura 1A observa-se um cisto
periapical, verifica-se o epitélio cistico pavimentoso estratificado,
capsula cistica e intenso infiltrado inflamatério livres de marcagao
imuno-histoquimica. Na Figura 1B observa-se um granuloma
periapical, pode ser observado um infiltrado intenso constituido por
linfécitos, neutrofilos e histidcitos também com auséncia de
imunomarcacgao.



Tabela 1. Avaliacdo das variaveis relativa as células coradas pela
expressao imuno-histoquimica MMP-9
Variaveis n %

Expressao Imuno-histoquimica MMP-9

Nao ha células coradas 3 6,4
Poucas células coradas 23 48,9
Algumas células coradas - Moderada (10 -25%) 17 36,2
Algumas células coradas - Intensa (25-50%) 4 8,5
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Figura 1. Fotomicrografia mostrando um Cisto (A) e Granuloma

periapical (B) com auséncia de imunomarcagéo para MMP-9 (LSAB,
x100 em A e B).

Na figura 2 pode-se observar imunomarcagéo pela MMP-9
em cistos periapicais. Na Figura 2A verifica-se o epitélio cistico
pavimentoso estratificado exibindo imunomarcagao citoplasmatica
intensa e difusa, na Figura 2B em maior aumento observa-se o
epitélio cistico positivo, bem como exocitose e imunopositividade em
células inflamatérias. Em 2C verifica-se discreta positividade numa
area de tecido 6sseo maduro. Um achado interessante na Figura 2D
pode ser observado na capsula cistica imagens negativas de cristais
de colesterol exibindo intensa imunomarcagao difusa bem como
pronunciado infiltrado inflamatério crénico também positivo para a
proteina MMP-9.

Na figura 3 pode-se observar imunomarcagao pela MMP-9
em Granuloma Periapical. Na Figura 3A observamos que a marcagao
foi citoplasmatica moderada e difusa em tecido de granulagédo e
fibroblastos. Em 3B pode ser observado um infiltrado intenso
constituido por linfécitos, neutréfilos e histidcitos espumosos exibindo
imunomarcagao citoplasmatica intensa e difusa. Na Figura 3C foi
observado imunomarcagdo moderada a intensa tanto em células
estromais quanto em células da periferia do tecido 6sseo em uma
area de remodelagdo. Na Figura 3D verifica-se marcagao moderada
em linfécitos e plasmécitos e auséncia de marcagao no Corpusculo
de Russel (Ver seta), tal auséncia de marcagdo denota um controle
negativo interno, visto que, o corpusculo é formado por uma
cristalizagéo de imunoglobulina no citoplasma de um plasmacito.
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Figura 2. Fotomicrografia mostrando a expressao IHQ da MMP-9 em
Cisto Periapical (LSAB, x100 em A e D ; x400 em C e B).

Figura 3.7Fotomicrografia mostrando a expressdo IHQ da MMP-9 em
Granuloma Periapical (LSAB, x100 em Ae D ; x400 em C e B).

Discussao

Em relagdo a sintomatologia foi observado, em nosso
estudo, que 72,1% das lesbes periapicais séo assintomaticas, o que
estd de acordo com Neville et al.,(2009) onde afirmam que
caracteristicamente, o dente envolvido com a lesdo periapical ndo
apresenta mobilidade ou sensibilidade a percussédo vertical, bem
como ndo responde aos testes pulpares térmicos ou elétricos, a
menos que a necrose pulpar esteja relacionada a um unico canal em
um dente multirradicular.

Quanto ao aspecto radiografico nas lesées periapicais da
amostra, pode-se observar um percentual elevado de lesGes
radioldcidas (88,6%) quando comparado com lesbes radiopacas
(4,5%) sendo na maxila o sitio anatémico mais frequente,



correspondendo a 59,1% dos casos e a mandibula a 40,9% dos
casos o0 que esta em acordo com a literatura. A descrigdo classica
da aparéncia radiografica do cisto radicular é a radiolucidez de
formato arredondada ou ovoide, circundada por margem radiopaca,
que se estende a partir da lamina dura do dente envolvido (NEVILLE
et al., 2009; SHEAR; SPEITGHT, 2011).

Além das variaveis clinicas concernentes aos cistos e
granulomas periapicais este trabalho se propds a estudar a relagéo
entre essas lesdes e a MEC através da expressao da MMP-9. Em
nossa amostra mais de 90% dos casos de cistos e granulomas
periapicais foram imunopositivos para MMP-9, o que afirma que as
MMPs sédo expressas em baixo nivel nos tecidos normais, mas
aumentadas durante processos inflamatérios (CARNEIRO, 2006;
NAVARRO et al., 2006).

As células inflamatérias foram mais imunopositivas para
MMP-9 em nossa pesquisa. Segundo Carneiro (2006) as
proteinases sdo produzidas, também, por células inflamatdrias,
como as colagenases (MMP-1 e/ou MMP-8), elastase e gelatinase
(MMP-2 e/ou MMP-9), as quais irdo promover a desnaturagdo do
colageno ou gelatina da matriz extracelular. Na inflamagéo, as
MMPs-9 sdo principalmente  secretadas por leucdcitos
polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) e macrofagos.

Os resultados do estudo em questdo demonstraram que a
expressao imuno-histoquimica da MMP-9, no granuloma periapical as
células mononucleares dispersas pelo tecido de granulagdo foram
positivas. As imunomarcagbes se apresentaram heterogéneas,
contudo tal fato pode ser justificado pelo resultado
anatomopatoldgico, isto é, os granulomas periapicais demonstraram
morfologia variada e diferente quantidade de componentes celulares.
Tais variagdes aparecem por conta do estagio em que a lesdo se
apresenta (LEONARDI; CALTABIANO; LORETO, 2005).

Granulomas com intenso infiltrado inflamatério do tipo
linfohistioplasmocitario podem estar em fase evolutiva diferente de
um granuloma com caracteristica predominantemente fibroblastica e
colagénica, contendo de permeio essas células inflamatorias
(CALLESTINI, 1996; MARTON; KISS, 2000). E importante salientar,
ainda, que ha diferenga na distribuicdo dos macréfagos nas lesdes
periapicais. A maior concentragao de células inflamatdrias ocorre na
regido central dos granulomas periapicais, em decorréncia do
estimulo flogégeno mais intenso. Marton e Kiss, em 2000, reafirmam
tal assertiva, enfatizando que a maior concentragdo de células
mononucleares ocorre na regido central dos granulomas periapicais
devido a proximidade do forame apical. Observou-se, também, maior
positividade em células de permeio ao tecido ésseo em granulomas
que em cistos periapicais o que denota um maior processo de
remodelagdo dssea que cede lugar aos componentes celulares nos
granulomas.

Em relagdo a distribuicdo de macrofagos, Santos e Lima
(2009), estudaram a presenga de células CD68+ nos tecidos
periapicais e constataram que a distribuicdo de macréfagos CD68+
representam uma resposta imune mediada pelo hospedeiro a
inflamagéao, sendo esta mais intensa em granuloma periapical do que
em cistos radiculares.

Nos cistos periapicais a expressdao da MMP-9 se deu tanto
em epitélio de revestimento cistico quanto em células da capsula e
infiltrado inflamatério, estes achados também foram vistos por Silveira
et al. (2007). Observamos ainda que a imunoexpressdo da MMP-9
em lesdes de periapice, como cistos radiculares, reflete a existéncia
de um processo patolégico mediado por células inflamatérias que
esta sujeito a variagdes em sua intensidade, o qual pode interferir na
expressao desta proteinase, esses resultados também corroboram os
encontrados por Soares et al. (2007).

Como mencionado foi analisada a expressdao da MMP-9
tanto nas células epiteliais como na capsula dos cistos radiculares,
sendo verificado que tais células sdo capazes de secretar essas
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proteinas, as quais podem atuar na degradacdo da matriz dssea,
contribuindo para o crescimento cistico. A afirmativa € baseada nas
descrigdes de alguns autores, os quais reportaram ser a matriz 6ssea
rica em fatores de crescimento e citocinas, onde as MMPs néo
somente solubilizam tal estrutura, como também regulam o inicio da
reabsor¢do (SILVEIRA et al.,, 2007). Também tem base nas
afirmativas de Okada, Y. et al. (1995) de que as MMPs -2 e -9 séo
essenciais na completa degradacéo do colageno, atividade associada
a clivagem inicial realizada pela MMP-1.

A MMP-9 por ser uma enzima proteolitica que degrada
gelatinases, colagenos |, IV, V,VII, XI e XIV, nidogénio, laminina,
elastina, fibrilina, osteonectina, fibronectina, entre outras, alguns
componentes principais de membranas basais, permite que haja
protedlise associada a migragdo de células endoteliais, o que
promove angiogénese em sitios inflamatérios. Assim, MMP-9, foi
identificada como uma das moléculas essenciais para a angiogénese,
tanto em condigbes patologicas e fisiologicas. Apesar de escassos os
estudos sobre a expressao de MMP-9 em lesdes periapicais seus
resultados sugerem que a MMP-9 pode desempenhar um papel na
destruicio da matriz extracelular associada a manutengdo /
progressao destas lesdes (RUIZ et al., 2010).

E necessaria a realizacdo de mais estudos com maiores
casuisticas e envolvendo outras MMPs da matriz para melhor explicar
o comportamento e desenvolvimento dessas lesdes periapicais.

Conclusao

A analise e discussdo dos resultados obtidos no presente
trabalho permitiram-nos concluir que n&o houve correlagéo
estatisticamente significativa entre a expressdo da MMP-9 e as
variaveis clinicas, no entanto a expressdo nas lesbes periapicais
inflamatérias estudadas indicam que a MMP-9 parece participar do
processo de desenvolvimento e manutengéo dos cistos e granulomas
periapicais, participando do processo inicial de ostedlise
principalmente por degradar varios componentes da matriz
extracelular.
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